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Recenzja pracy doktorskiej Pana mgra Wojciecha Witka, pt.: ,,Structural biology of the
histidine biosynthetic pathway in plants”

Niniejsza recenzja dotyczy pracy doktorskiej wykonanej pod kierunkiem dra hab. Mitosza
Ruszkowskiego w Zaktadzie Biologii Strukturalnej Eukariontow Instytutu Chemii Bioorganicznej

Polskiej Akademii Nauk.

Badania, ktore Doktorant opisal w przedstawionej rozprawie, dotycza strukturalnej
charakterystyki enzyméw uczestniczacych w wieloetapowym procesie biosyntezy histydyny u
Medicago truncatula. O istotnosci szlaku biosyntezy histydyny, ktérego wystepowanie cechuje
prokarionty, grzyby oraz rosliny, $wiadczy przede wszystkim ekspresja genéow kodujacych biatka
wchodzace w sktad opisywanego szlaku zachodzaca we wszystkich tkankach rosliny, a takze negatywny
wplyw hamowania aktywnosci enzymoéw odpowiadajacych za jego przebieg na rozwoj lub
przezywalno$¢ organizmu. Jednoczesnie szlak ten nie wystepuje u zwierzat, co czyni go relatywnie
bezpiecznym celem dla matoczasteczkowych inhibitorow, aktywnych wzgledem enzymow
wystepujacych u pogarszajacych plony chwastow. Tego typu herbicydy moga wykazywaé mniejsza
toksycznos¢ dla konsumenta, niemniej, flora jelitowa zwierzat pozostaje narazona na ich dziatanie i
dlatego istotne jest poszukiwanie takich ich wariantow, ktore selektywnie oddziatywalyby na roslinne
enzymy szlaku biosyntezy histydyny. Aby to umozliwi¢, niezbedne jest poznanie budowy enzymow
stanowigcych cel molekularny i poréwnanie ich do odpowiednikow, ktére na dziatanie
maloczasteczkowych inhibitoréw miatyby pozostawac niewrazliwe.

Roslinny szlak biosyntezy histydyny sktada si¢ z jedenastu etapow, za ktorych przebieg
odpowiada osiem enzymow (HISN1-HISN8), w tym - stanowigce przedmiot rozprawy — biatka HISN5
oraz HISN2, HISN3 i HISNG, ktorych struktury sa pierwszymi opublikowanymi dla enzymoéw
ro$linnych. Jest to istotne w kontekscie wigkszosci dotychczasowych badan procesu biosyntezy
histydyny, dotyczacych przede wszystkim systeméw prokariotycznych. Cho¢ wykazujg one liczne
podobienstwa do analogicznych szlakéw spotykanych u eukariontow, to dzigki badaniom
opublikowanym przez Doktoranta w zatgczonych do rozprawy pracach, mozliwe bylo okreslenie nie

tylko roznic strukturalnych, ale takze okreslenie ich pochodzenia ewolucyjnego.
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Innym aspektem poznania struktury roslinnych enzymow szlaku biosyntezy histydyny jest identyfikacja
mechanizméw odpowiadajacych za zwigkszenie aktywnosci tych biatek. Dzigki temu mozliwe byloby
wywieranie kontrolowanego wplywu na proces powstawania aminokwasu, ktérego imidazolowy
fancuch boczny wykazuje zdolno$¢ kompleksowania jonéw metali, w tym jondéw metali ciezkich.
Mechanizm ten jest niezwykle istotny z punkty widzenia bioremediacji gleb, a takze redukcji
negatywnego wpltywu jonéw dwuwarto$ciowych, mogacych akumulowa¢ si¢ w roslinach uprawnych.

Wyzej wymienione przyktady podkreslaja wielowymiarowos¢ zagadnienia, ktorego blizszego
poznania, m.in. od strony analizy strukturalnej, podjat si¢ Doktorant w trakcie przeprowadzonych przez
Niego badan opisanych w czterech zalgczonych do rozprawy publikacjach. Niniejsze,
siedemdziesieciostronicowe opracowanie przygotowane przez mgra Witka jest bardzo przejrzyste,
spojne, a jego wersja elektroniczna dodatkowo wzbogacona jest o praktyczny sposob nawigacji, ktory
pozwala przenosi¢ si¢ od rysunku w danej publikacji do tego miejsca w tekscie rozprawy, ktory go
bezposrednio dotyczy. Umozliwia to pltynne poruszanie si¢ po tre$ci pracy i bardzo korzystnie wptywa
na utrzymanie ciagtosci narracji.

Rozprawa mgra Witka zostata napisana w j. angielskim i sktada si¢ z dwoch gtéwnych czesci:

1) zwigztego opisu tematyki badan;

2) zalagcznikow w postaci czterech publikacji bedgcych efektem prac badawczych mgra Witka w
ramach projektu Doktorskiego. W trzech z nich Doktorant jest Autorem wiodagcym i moja
uwaga skupia si¢ na nich. Kazda z tych prac zostala poddana wnikliwej analizie przez co
najmniej dwoch recenzentow, dlatego tez zrezygnuje z ich szczegdtowej oceny. Ponadto w
czegsci tej znajduja si¢ oswiadczenia, dotyczace wkiadu Autora w ich przygotowanie.

Pierwsza z wymienionych czesci podzielona jest na kilka rozdziatéw, w tym: liste publikacji,
konferencji oraz warsztatow, w ktorych mgr Witek bral udziat, wykaz struktur enzymow bedacych
przedmiotem badan, streszczenie w jezyku angielskim i polskim, wstgp do tematyki badan, opis ich
znaczenia, celu rozprawy doktorskiej, a takze z listy wykorzystanych metod oraz technik, skrétowego
przedstawienia gtownych tez i wynikow opisanych w zataczonych publikacjach, ogolnych wnioskow,
planowanych badan oraz spisu literatury. Wrazenie z zapoznania si¢ z tg czescig pracy jest bardzo
pozytywne, gdyz Doktorant w sposob esencjonalny odnidst si¢ do najwazniejszych aspektow swoich
badan oraz uzyskanych wynikoéw. Opisy nastepuja po sobie nieprzypadkowo, narracja utrzymuje
cigglos¢, a kazdy z zawartych elementéw stanowi integralng calos¢ i konsekwencje poprzedzajacej
tresci.

Zataczone w drugiej czesci publikacje, ktorych mgr Witek jest wspotautorem, dotycza w duzej
mierze badan strukturalnych wybranych enzymoéow (HISN2, HISN3, HISNS i HISN6) wchodzacych w
sktad szlaku biosyntezy histydyny u M. truncatula. Ich konsekwencja sga opisy mechanizmow
oddzialywania wymienionych biatek z substratami/produktami reakcji, a takze oparte na nich proby
zdefiniowania metodami in silico potencjalnych inhibitoréw, ktorych selektywne dziatanie mogloby

hamowaé¢ aktywno$¢ enzymatyczng bialek wystepujacych u spokrewnionych gatunkow ro$lin.



Dodatkowo w zataczonych publikacjach badana jest filogeneza enzymow HISN2, HISN3, HISNS i
HISNG. Sa to solidnie wykonane i bardzo dobre prace.

W pierwszej pracy (opublikowanej w Scientific Reports) Doktorant wraz ze wspotautorami opisuje
strukture enzymu HISN2 (réwniez w kontekscie jego bakteryjnego odpowiednika, tj. biatka HislE),
ktory u M. truncatula dwuetapowo katalizuje konwersje fosforybozylo-ATP do fosforybozylo-AMP i
nastgpujace potem otwarcie pierscienia adeniny. Kompleks HISN2-AMP jest szczeg6lnie interesujacy
z uwagi na proponowany mechanizm regulacji aktywnosci tego enzymu poprzez oddziatywanie AMP
z domeng PRA-CH. Wcze$niej hamowanie aktywnosci enzymow szlaku biosyntezy histydyny zwigzane
z oddziatywaniem z AMP wykazano tylko dla biatka HISN1. Przyktad HISN2 jest zatem drugim
punktem w tym szlaku biosyntetycznym, w ktorym wysoka podaz produktu hydrolizy ATP,
odzwierciedlajaca stan metaboliczny komorki, moze wptywac na spowolnienie procesu powstawania
histydyny. Ponadto, oddziatywanie z AMP utatwia¢ moze brak przenoszenia produktu posredniego, tj.
PR-AMP z domeny PRA-PH, odpowiedzialnej za hydrolize trifosforanu w substracie PR-ATP, do
miejsca katalitycznego domeny PRA-CH. Konieczno$¢ uwolnienia PR-AMP postulowana jest przez
autoréw pracy w oparciu o analiz¢ przeprowadzong przy uzyciu modutu CAVER 3.0 (PyMOL), ktéra
wykazata brak obecnosci typowego dla niektoérych hydrolaz kanatu, umozliwiajacego bezposrednie
przenoszenie produktu posredniego migdzy domenami katalitycznymi. Niemniej, w badaniach
strukturalnych opublikowanych w tej pracy nie wystepuje tego typu kompleks, co moze mie¢ zwigzek
z niska stabilno$cig PR-AMP i wynikajaca z tego faktu trudno$cig w uzyskaniu krysztatow biatka.

Problem stabilnosci lub handlowej niedostepnosci substratow, stanowigcych jednoczesnie ligand do
ko-krystalizacji enzymow szlaku biosyntezy histydyny, Doktorant rozwigzal w przypadku biatka
HISN3, ktorego opis zawarty zostat w drugiej z zataczonych publikacji. Enzym ten odpowiada za proces
izomeryzacji ProFAR do PrFAR i by umozliwi¢ podjecie prob uzyskania krysztatbw HISN3 w
kompleksie z ProFAR oraz przeprowadzenie doswiadczen dotyczacych aktywnosci tego biatka mgr
Witek opracowal enzymatyczny proces syntezy substratu. Do aktywnosci HISN3 niezbgdne sa jony
Mg?* oraz Na*, jednakze kinetyka reakcji w obecno$ci EDTA nie wykazywata réznic wzgledem katalizy
bez dodatku czynnika chelatujacego. Usunigcie regionu 4L KDDDGSgo, ktory Doktorant zidentyfikowat
na podstawie analizy poréwnawczej struktury HISN3 i jej bakteryjnych odpowiednikow, jako
potencjalnie biorgcego udzial w oddzialywaniu z jonami Mg?*, spowodowato 12-krotny spadek Kcat
wzgledem biatka dzikiego. Tu pojawia si¢ pytanie, czy usunigcie tego fragmentu nie wplynelo na
strukture biatka? By¢ moze przeprowadzenie analogicznego doswiadczenia z wykorzystaniem muteiny,
w ktorej zastagpiono by reszty kwasu asparaginowego resztami asparaginy lub innego aminokwasu,
daloby wigksza pewno$c¢, ze spadek aktywnosci enzymu nie jest efektem zbyt znaczacej ingerencji w
cigglos¢ tancucha polipeptydowego? Biatko HISN3 posrednio uczestniczy rowniez w syntezie puryn,
jako, ze PrFAR stanowi substrat do produkcji kluczowego komponentu tego szlaku: rybonukleotydu 5-

aminoimidazolo-4-karboksyamidowego (AICAR). To sprawia, ze HISN3 jest atrakcyjnym celem do



projektowania matoczasteczkowych zwigzkow, ktore mogltyby hamowac nie tylko szlak biosyntezy
histydyny, lecz réwniez powstawanie PrFAR, a przez to takze AICAR.

Rowniez w trzeciej pracy mgr Witek uczestniczyt w opracowaniu metody in vitro umozliwiajacej
pozyskanie substratu (IGP) dla piatego enzymu roslinnego szlaku biosyntezy histydyny, tj. HISNS.
Publikacja ta zawiera juz nie tylko struktury krystaliczne badanych biatek, ale réwniez struktury
cryoEM, co dowodzi, ze Doktorant mial mozliwos$¢ rozszerzenia znajomos$ci metodyki z dziedziny
badan strukturalnych. W potaczeniu z rozwigzanym zestawem wysokorozdzielczych struktur
krystalicznych, mozliwe bylo okreslenie regionéw 24-podjednostkowego HISN5 kluczowych z punktu
widzenia oddziatywania z jonami Mn?* oraz ich orientacji wzgledem centrum aktywnego, a nastepnie
przeprowadzenie wirtualnych badan przesiewowych (ang. virtual screening), majacego na celu
okreslenie struktur potencjalnych inhibitorow HISNS. Analiza filogenetyczna wykazata ponadto, ze
biatko to jest dalece spokrewnione z enzymami wystepujacymi u grzybow i bakterii, co moze okazac
si¢ korzystne dla wytypowania inhibitoréw specyficznych tylko wzgledem roslinnych ortologow
HISNS.

W pracy pojawiajg si¢ pojedyncze btedy edytorskie np.: ,reagents” zamiast np. ,,substrates”
(strona 16), podwdjne uzycie ,,this” (strona 23), nie powinno by¢ spacji po ,,N1-" (strona 38), (strona
47) powinno by¢ ,,HISN6”, a nie ,,HISN3”, , suggest” zamiast suggests” (strona 51). Niemniej sg to
sporadyczne przypadki, a calo$¢ opracowana jest z duzg dbatoscia nie tylko o kwestie merytoryczne,
ale rowniez dotyczace poprawnosci jezykowej, whasciwego stosowania skrotow, interpunkcji czy
odniesien. Przede wszystkim jednak wykonane i opisane przez Doktoranta doswiadczenia doprowadzity
do uzyskania wynikéw, ktoére w sposob istotny wzbogacitly dotychczasowe badania nad szlakiem
biosyntezy histydyny. Zaniedbywany w ostatnim czasie obszar dotyczacy powstawania tego
aminokwasu u eukariontéw zyskat uzupekienie nie tylko biochemiczne, ale réwniez strukturalne.
Wkiad wniesiony dzigki badaniom Doktoranta nie ogranicza si¢ tylko do kwestii praktycznych,
zwigzanych z uprawa ro$lin czy wydajniejsza bioremediacja, jako ze dostarczyt On takze nowych
informacji na temat pochodzenia ewolucyjnego wybranych biatek szlaku biosyntezy histydyny.
Ponadto, mgr Witek opracowal metody enzymatycznej syntezy substratow, bioracych udzial w
opisywanym procesie, co stanowi istotng pomoc dla innych grup badawczych zainteresowanych ta
tematyka w lepszym poznaniu mechanizmow katalizy, regulacji i monitorowania aktywnosci enzymow
szlaku biosyntezy histydyny. W zwiazku z powyzszym cato$¢ pracy oceniam bardzo wysoko.

Zapoznanie si¢ z trescig rozprawy doktorskiej mgra Wojciecha Witka nasung¢to mi kilka pytan:

1. Czeg$¢ badan i analiz przeprowadzonych przez Doktoranta skupiona byla na probach
wytypowania zwigzkéw matoczasteczkowych, bedacych potencjalnymi inhibitorami enzymow
wchodzacych w sktad szlaku biosyntezy histydyny. Czy prowadzone byly analogiczne
poszukiwania dotyczace zwiazkow, ktore moglyby dziata¢ jako aktywatory tych biatek? Ktory

lub ktore z etapéw roslinnego szlaku biosyntezy histydyny (mam na mysli dowolny z o$miu



enzymow odpowiedzialnych za syntezg tego aminokwasu) brano by pod uwage jako najlepszy
cel dziatania aktywatora i dlaczego?

2. Czy badane byly zmiany poziomu ekspresji genéw wystepujace na skutek aktywacji lub
inhibicji ww. etapdw opisywanego szlaku biosyntetycznego?

3. W jaki sposdb mozna by rozwigzaé problem inhibicji dwoch pierwszych enzymow szlaku przez
AMP, a takze hamowania aktywnosci samego HISN1 przez finalny produkt biosyntezy, t;.
histydyne?

Podsumowujgc, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreSlone w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668
ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia
doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
28/2024/Internet z dnia 20 marca 2024 r.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgra Wojciecha Witka do dalszych etapow postgpowania o
nadanie stopnia doktora. Ponadto, z uwagi na istotno$¢ zagadnienia, ktore jest przedmiotem rozprawy,
kreatywnos$¢ i dojrzato$¢ badawcza oraz szeroki zakres opanowanej przez Doktoranta metodologii

wnioskuj¢ o wyrdznienie niniejszej rozprawy.
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